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RESUMO 
 
OLIVEIRA, P.V. Aplicação da técnica de HRM na identificação de espécies de 
moscas (Diptera, Calliphoridae) de importância forense. 2018. 68f. Dissertação 
(Mestrado em Biotecnologia) – Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia, 
UFES, Espírito Santo. Brasil. 
 
A entomologia forense consiste no estudo de insetos e outros artrópodes na solução 
de procedimentos relacionados à área criminal. A maioria das evidências 
entomológicas é fortemente dependente da identificação precisa das espécies. 
Devido a problemas com base na identificação morfológica, novos métodos foram 
desenvolvidos, incluindo métodos moleculares como DNA Barcode. O objetivo deste 
trabalho foi identificar seis espécies de moscas varejeiras de importância forense 
para o Brasil. Para isso, foi utilizada a técnica de análise High Resolution Melting 
(HRM). 44 amostras das espécies Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala, 
Chrysomya putoria, Cochliomyia macellaria, Lucilia cuprina e Lucilia eximia foram 
sequenciadas usando o gene citocromo c oxidase subunidade I (COI), das quais 
70% das amostras foram identificadas. Três pares de primers foram desenhados do 
gene COI para amplificação de fragmentos com tamanhos de 124, 82 e 123 pb, em 
regiões com polimorfismos necessários para a análise por HRM. O protocolo de 
amplificação por HRM permitiu diferenciar as seis espécies de moscas utilizando 
uma combinação dos amplicons de 82 e 124 pb, sendo eficaz na identificação de 
espécies de moscas da família Calliphoridae de interesse forense para o Brasil e 
demonstrou ser uma ferramenta alternativa ao sequenciamento de DNA. 
Palavras-chave: DNA Barcoding. COI. Entomologia forense. PCR em tempo real. 
SNPs. Biodiversidade. 
  
ABSTRACT 
 
OLIVEIRA, P.V. Application of HRM technique inspecies identification of 
blowflies (Diptera, Calliphoridae) of forensic importance. 2018. 68f. Dissertation 
(Master in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, 
Espírito Santo. Brazil. 
 
Forensic entomology consists of the study of insects and other arthropods in the 
solution of procedures related to criminal area. Most of entomological evidences are 
strongly dependent on accurate species identification. Due to problems based on 
morphological identification, new methods were developed, including molecular 
methods such as DNA Barcode. The objective of this work was to identify six species 
of forensic blow flies in Brazil. For this, the High Resolution Melting (HRM) technique 
was used. 44 samples of the species Chrysomya albiceps, Chrysomya 
megacephala, Chrysomya putoria, Cochliomyia macellaria, Lucilia cuprina and 
Lucilia eximia were sequenced by the cytochrome c oxidase subunit I (COI) gene, of 
which 70% of the samples were identified. Three pairs of primers were designed for 
amplification of the COI gene fragments with sizes of 124, 82 and 123 bp in regions 
with polymorphisms required for analysis by HRM. The HRM amplification protocol 
allowed to differentiate the six species of blow flies using a combination of amplicons 
of 82 and 124 bp, being effective in the identification of species of Calliphoridae 
family of forensic interest to Brazil and proved to be an alternative tool to the 
sequencing of DNA. 
Key words: DNA Barcoding. COI. Forensic entomology. Real-time PCR. SNPs. 
Biodiversity. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1. ANÁLISE EM HRM 
 
Os sistemas de identificação de espécies animais e vegetais envolvem a observação 
minuciosa da morfologia, pois muitas espécies são tão semelhantes que podem ser 
erroneamente classificadas. Para isso, é necessária a utilização de chaves 
taxonômicas e de taxonomistas especializados para que essa etapa seja realizada 
com sucesso. No entanto, na maioria das vezes, não há grande quantidade de 
profissionais habilitados a realizar tal tarefa e a demanda de informação aumenta, 
dificultando a realização de diversos trabalhos (AKBARZADEH et al., 2015; 
CARVALHO; MELLO-PATIU, 2008; LUTZ et al., 2017) Assim, para garantir uma 
acurada identificação das espécies, diversos avanços nas técnicas de biologia 
molecular têm sido publicados demonstrando eficácia na autenticidade das espécies 
(XANTHOPOULOU et al., 2016).  
A técnica High Resolution Melting é um método relativamente recente, pós-PCR em 
tubo fechado, o que evita contaminações, que permite a análise da variação 
genética em amplicons de PCR, detectando pequenas diferenças nas temperaturas 
de melting das sequências gênicas através das curvas de melting (REED; KENT; 
WITTWER, 2007; WITTWER et al., 2003). 
A partir da técnica de PCR, novas metodologias foram desenvolvidas para facilitar 
os trabalhos envolvendo a análise de DNA. Uma dessas ferramentas foi a PCR 
quantitativa em tempo real (qPCR ou RT-PCR), que é derivada da PCR 
convencional e também utiliza uma pequena quantidade de DNA, mas é suficiente 
para realizar a quantificação de genes e com maior sensibilidade (HEID et al., 1996).  
Conectada a essa técnica, surgiu à análise pela técnica High Resolution Melting 
(HRM), que é um método pós-PCR e é utilizado para a identificação de variações 
nas sequências de DNA. Utiliza um corante que se liga a dupla fita de DNA e possui 
alta fluorescência enquanto as amostras são submetidas a um processo de elevação 
de temperatura para desnaturação do DNA e se tornam fita simples com baixa 
fluorescência (DRUML; CICHNA-MARKL, 2014). Os níveis de fluorescência são 
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medidos por software baseados na temperatura de melting (Tm) que produz as 
curvas de melting, que são o resultado da diminuição da fluorescência com o 
aumento da temperatura (Figura 1).  
A sequência de nucleotídeos de DNA e o tamanho do fragmento determina a 
temperatura de melting (Tm). Uma simples mutação de uma base em uma 
sequência pode alterar a Tm e permitir que duas sequências sejam diferenciadas 
por diferenças de temperatura (REED; KENT; WITTWER, 2007). 
A aplicação mais importante para HRM é a varredura de genes - a busca pela 
presença de variações desconhecidas em amplicons de PCR antes ou como 
alternativa ao sequenciamento. As mutações em produtos de PCR são detectáveis 
por dissociação em alta resolução porque alteram a forma das curvas de melting do 
DNA. Uma combinação de corantes de DNA de nova geração, instrumentação de 
ponta e software de análise sofisticado permite detectar essas mudanças e obter 
informações sobre a constelação de sequências subjacentes (REED; KENT; 
WITTWER, 2007; WITTWER et al., 2003). 
 
Figura 1. Representação de uma curva de melting de um amplicon de PCR, caracterizada 
pela temperatura em que metade das fitas de DNA estão em fita dupla e metade fita simples 
(Tm) (REED; KENT; WITTWER, 2007). 
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As sequências de imagens da Figura 2 mostram as etapas para a diferenciação 
pelas formas das curvas de melting. As diferenças na forma da curva são analisadas 
subtraindo as curvas de uma curva de referência. Isso ajuda a agrupar amostras 
automaticamente em grupos que possuem curvas de fusão semelhantes (por 
exemplo, aqueles que são heterozigotos em oposição aos homozigotos selvagens 
ou mutantes). 
 
Figura 2. Resultados de uma corrida em HRM, para diferenciação de SNPs por varredura de 
gene. Ao final da reação, é possível verificar três genótipos distintos (homozigoto selvagem 
em verde, homozigoto mutante em vermelho e o heterozigoto em azul). Fonte: 
https://www.qiagen.com/br/resources/technologies/hrm/high-resolution-melting/ 
 
 
A adoção da técnica de HRM vem sendo amplamente utilizada para identificar as 
mais variadas espécies animais, incluindo peixes (FERNANDES et al., 2017a), 
camarões (FERNANDES et al., 2017b), vespas (RUGMAN-JONES; STOUTHAMER, 
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2017), moscas (MALEWSKI et al., 2010), micro-organismos (EVERMAN; WANG, 
2017; HJELMSØ et al., 2014), plantas medicinais (SUN et al., 2016), além de ser 
uma importante ferramenta para a autenticação de produtos do gênero alimentício, a 
fim de se evitar fraudes e adulterações nas rotulagens de determinados produtos 
(GANOPOULOS; ARGIRIOU; TSAFTARIS, 2011; LOPEZ-OCEJA et al., 2017; 
SAKARIDIS et al., 2012). 
 
1.2. ENTOMOLOGIA FORENSE 
 
A entomologia forense consiste na aplicação do estudo da biologia de insetos, 
ácaros e outros artrópodes como ferramenta para auxiliar na elucidação de questões 
judiciais (CATTS; GOFF, 1992; SMITH, 1986). Essa ciência foi se disseminando a 
partir de 1894, com a publicação do livro “La faune des cadaveres” de Mégnin, na 
França (OLIVEIRA-COSTA, 2011). 
De acordo com Lord; Stevenson (1986), a entomologia forense é subdividida em três 
categorias distintas: 
 Urbana: presença de insetos em imóveis (madeira, paredes, etc), e sua 
consequente danificação; 
 De produtos estocados: envolve os insetos que são encontrados em produtos 
comerciais de estoque; 
 Médico-legal: relacionado à área criminal, no qual os casos de maior 
interesse são os de morte violenta. 
Com mais de um milhão de espécies descritas e muitas ainda nem descobertas, a 
classe Insecta, pertencente ao Filo Arthropoda, compõe o grupo com uma das 
maiores diversidades do mundo (GULLAN; CRANSTON, 2007). Esses animais de 
caracterizam por apresentar corpo segmentado em cabeça, tórax e abdômen, 
possuírem três pares de pernas e exoesqueleto de quitina (RUPPERT; FOX; 
BARNES, 2005). 
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Dentro desse grupo, destaca-se com atenção especial para a entomologia forense 
as famílias de moscas que são objetos de estudo dessa área, abrangendo 
principalmente Calliphoridae, Muscidae, Sarcophagidae, Fanniidae (OLIVEIRA-
COSTA, 2011), que fornecem informações importantes acerca do intervalo pós-
morte (IPM). 
O IPM é o tempo decorrido da morte de um indivíduo até o momento da descoberta 
do cadáver e o seu conhecimento é de crucial importância em investigações 
criminais (AMENDT et al., 2007; DOUREL et al., 2010). Avaliando o 
desenvolvimento dos espécimes no cadáver, a sucessão de espécies que o 
colonizam e as características ambientais, uma inferência precisa do IPM é possível 
de ser realizada através da entomologia forense (GENNARD, 2007; YOUNG et al., 
2013). 
No Brasil, a entomologia forense é utilizada pelas polícias nos Institutos de 
Criminalística dos estados da Bahia e Paraíba, no Nordeste, e do Rio de Janeiro, no 
Sudeste. Outros institutos possuem convênio com as universidades brasileiras para 
realizar suas pesquisas (OLIVEIRA-COSTA, 2013). 
 
1.2.1. Família Calliphoridae 
 
As moscas da família Calliphoridae são caracterizadas por tórax com cor verde, azul 
ou cobre metálicos e o tamanho pode variar de 4 a 16 mm de comprimento. Possui 
aproximadamente 30 gêneros e 125 espécies. Na região Neotropical, os gêneros de 
maior importância forense são: Calliphora (Robineau-Desvoidy, 1810), Chrysomya 
(Robineau-Desvoidy, 1830), Cochliomyia (Townsend, 1915), Hemilucilia (Brauer, 
1895), Lucilia (Robineau-Desvoidy, 1830) (OLIVEIRA-COSTA, 2011). 
É uma família de extrema importância para a entomologia forense, sendo crucial 
para a estimativa do IPM. Para se inferir o IPM, as moscas dessa família, 
comumente chamadas de moscas varejeiras, são as principais a serem utilizadas, 
pois migram para os cadáveres antes de qualquer outro grupo de insetos, 
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imediatamente após a morte do indivíduo (CAINÉ et al., 2006; PAULA et al., 2017). 
No entanto, o conhecimento das espécies presentes numa cena de crime é 
primordial para que o IPM seja feita de maneira correta.  
A fauna brasileira de Calliphoridae é bem conhecida (KOSMANN et al., 2017) e os 
estudos são frequentemente relacionados à associação das espécies com o 
ambiente urbano e também das miíases causadas por califorídeos (BATTÁN-
HORENSTEIN; BELLIS; GLEISER, 2016; SOUZA; ZUBEN, 2012; THYSSEN et al., 
2012). 
A classificação de moscas mais importantes para a área forense de uma região ou 
país é baseada em dados de frequência relativa e abundância. No Brasil, as 
espécies Chloroprocta idioidea (Robineau-Desvoidy, 1830), Chrysomya albiceps 
(Wiedemann, 1819), Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794), Chrysomya putoria 
(Wiedemann, 1818), Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775), Lucilia cuprina 
(Wiedemann, 1830), Lucilia eximia (Wiedemann, 1819), Lucilia sericata (Meigen, 
1826), Hemilucilia segmentaria (Fabricius, 1805), Hemilucilia semidiaphana 
(Rondani, 1850) estão na lista das mais importantes para a entomologia forense 
(ALVES; SANTOS; CREÃO-DUARTE, 2014; BIAVATI; SANTANA; PUJOL-LUZ, 
2010; CARVALHO et al., 2004; KOLLER; BARROS; CORRÊA, 2011; OLIVEIRA et 
al., 2009; PAULA et al., 2017; SOUZA; LINHARES, 1997). 
 
1.3. IDENTIFICAÇÃO DE ESPÉCIES 
 
Na entomologia forense, a identificação de espécies é imprescindível, pois é a base 
para o sucesso na estimativa do IPM (LUTZ et al., 2017). Porém, realizar essa tarefa 
depende de especialistas em taxonomia, o que na maioria das vezes não é realizada 
devido ao tempo dispendido para tal ou até mesmo pela escassez de pessoal 
capacitado a desenvolver essa atividade (CARVALHO; MELLO-PATIU, 2008). Os 
métodos mais utilizados para a identificação de espécies são baseados em 
morfologia e por análise de DNA.  
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1.3.1. Identificação Morfológica 
 
A identificação morfológica de moscas de interesse forense é realizada por meio de 
chaves de identificação e se baseia nas características morfológicas de cada 
espécime, com o intuito de facilitar a classificação das espécies. A identificação 
morfológica de espécies é bastante segura, mas necessita de uma demanda de 
tempo muito grande para sua realização.  
Além disso, é difícil de ser realizada quando se trata de espécimes em estágio larval, 
(THYSSEN et al., 2005), pouco preservadas (WELLS et al., 2001), danificados e até 
mesmo adultos de alguns grupos, como Sarcophagidae (BYRD; CASTNER, 2009; 
MADEIRA et al., 2016), além de grupos de espécies crípticas ou intimamente 
relacionadas (ARCHANA et al., 2016; MADEIRA et al., 2016). 
Mesmo com os constantes avanços na melhoria das comunicações e do aumento do 
impacto da internet, a identificação de espécies em números extremamente grandes 
é uma tarefa árdua e representa uma carga de trabalho insuportável para os 
taxonomistas (WAUGH, 2007), mas é extremante importante para a classificação 
genética e biodiversidade animal (KLOMTONG; PHASUK; DUANGJINDA, 2016).  
Erros de identificação, além de evidenciar a subutilização dos recursos humanos e 
financeiros, geram dados enganosos para vários campos da pesquisa biológica. Por 
exemplo, no manejo de pragas e insetos vetores a identificação errada é um dos 
muitos impedimentos e afeta o planejamento de melhores estratégias de gestão 
(BANERJEE et al., 2015). Devido a esses problemas, técnicas de biologia molecular 
têm sido amplamente empregadas por meio da análise de DNA e são utilizadas com 
o objetivo de identificar perfis genéticos nos mais variados casos (KANTHASWAMY, 
2015; OLIVEIRA et al., 2017). 
1.3.2. Identificação Molecular 
 
Métodos acurados e eficazes são alguns dos desafios enfrentados pela biologia 
moderna para a rápida identificação de espécies (MALEWSKI et al., 2010). A análise 
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de DNA tem sido utilizada com o objetivo de identificar perfis genéticos nos mais 
variados casos. O DNA pode ser recuperado de amostras biológicas para solução 
de casos de crimes sexuais, na identificação de pessoas desaparecidas, em corpos 
carbonizados em casos de incêndios, acidentes aéreos, automobilísticos, recém-
nascidos em trocas involuntárias ou propositais em maternidade, testes de 
paternidade, casos de homicídio (COSTA; COSTA, 2011; JOBIM, L. F.; COSTA, L. 
R.; SILVA, 2012) e também na identificação de insetos de importância forense 
(THYSSEN, 2008). 
Uma grande variedade de abordagens usando o DNA tem sido desenvolvida para 
identificar espécies em diversos grupos taxonômicos que pode ser realizada por 
fragmentos de DNA (DESMYTER; GOSSELIN, 2009). Com o sucesso da PCR, a 
recuperação de DNA é possível de ser feita com pequena quantidade de pequenas 
quantidades de amostras biológicas.  
A associação das técnicas de biologia molecular e entomologia forense tem 
relevância no isolamento de DNA humano a partir de insetos para a solução de 
casos judiciais (KESTER et al., 2010), identificação de cadáveres (WELLS et al., 
2001), identificação de espécies em geral. Para a identificação de insetos de 
importância forense, o foco principal nos estudos é o gene citocromo c oxidase 
subunidade I - COI (DESMYTER; GOSSELIN, 2009). 
 
1.3.2.1. DNA barcoding 
 
O DNA Barcoding é um método de identificação de organismos em nível de espécie, 
proposto por Hebert et al. (2003), utilizando uma porção da sequência do gene COI 
do DNA mitocondrial (DNAmt), com aproximadamente 658 pares de bases e 
flanqueados por primers universais. 
Este gene apresenta várias vantagens aplicadas à identificação genética de 
espécies, pois é isolado facilmente, possui milhares de cópias por célula e a sua 
sequência e estrutura se mantêm conservadas através dos táxons. Assim, o gene 
COI tem sido utilizado com eficiência na identificação de espécies de interesse 
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forense (HARVEY et al., 2003; NAKANO; HONDA, 2015; OLIVEIRA et al., 2017; 
SALEM; ADHAM; PICARD, 2015; SINGH; KURAHASHI; WELLS, 2011; SZPILA; 
WALLMAN, 2016; WELLS; SPERLING, 2001). 
Utilizando este método, amostras de DNA desconhecidas são identificadas com 
base na comparação com uma biblioteca de referência (AZEREDO, 2005). Essa 
ferramenta tornou-se um complemento aos métodos tradicionais de identificação, 
pois fornece resultados mais objetivos e precisos, permitindo a identificação de 
quaisquer espécies biológicas pela amplificação, sequenciamento e consulta às 
informações gênicas e/ou regiões-alvo intergênicas padronizadas pertencentes aos 
genomas extranucleares, que se encontram disponíveis para acesso público 
(BARCACCIA; LUCCHIN; CASSANDRO, 2016). 
Com o uso desses marcadores específicos, grupos taxonômicos distintos puderam 
ser revelados, baseado no pequeno fragmento amplificado e comparado com as 
sequências registradas no banco de dados.  
Outros genes também podem ser utilizados na identificação molecular de espécies e 
têm resultados bem sucedidos. São eles o citocromo b (cyt b) (GILARRIORTUA et 
al., 2013) e o citocromo c oxidase subunidade II (COII) (YING et al., 2007). 
A principal proposta do DNA barcoding é a identificação das espécies, mas também 
favorece o diagnóstico de novas espécies e geram unidades taxonômicas 
operacionais moleculares (OTUs) para estudos ecológicos e de biodiversidade 
(DEWALT, 2011). 
 
1.3.2.2. Banco de dados 
 
No DNA Barcoding a identificação das sequências de DNA é realizada de modo 
comparativo, isto é, a sequência que se quer identificar é comparada com outras 
sequências já identificadas e registradas que estão depositadas em um banco de 
dados (AZEREDO, 2005). Os bancos de dados contêm as sequências depositadas 
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por pesquisadores do mundo inteiro, o que dá margem para uma maior confiança 
nos dados das sequências que estão sendo trabalhados.  
O BOLD (Barcode of Life Data System) (Figura 3) é um banco de dados 
administrado pelo Consortium for the Barcode of Life (CBOL) e contém sequências 
do gene COI de diferentes espécies de animais e também outros marcadores 
moleculares para plantas, fungos e protistas (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). É 
uma plataforma de armazenamento e análise e foi projetada para apoiar a geração e 
aplicação de dados de código de barras de DNA. Esse banco possui sequências de 
DNA Barcode, muitas interligadas à Plataforma GenBank do National Center for 
Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 
 
 
Figura 3. Interface da página inicial do BOLD na web. 
 
O BOLD utiliza sequências amplificadas por marcadores para o DNA Barcoding, rbcl 
e matK para plantas, ITS para fungos e COI para animais. Embora as sequências 
amplificadas utilizando esses marcadores representem uma pequena fração do DNA 
total de uma célula, tanto o DNA Barcoding de cloroplasto e mitocôndria escolhidos 
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para a identificação de espécies de plantas e animais, respectivamente, 
demonstraram a diversidade de nucleotídeos suficientes para avaliar a identidade 
taxonômica da grande maioria dos organismos utilizados na agricultura 
(BARCACCIA; LUCCHIN; CASSANDRO, 2016). 
Atualmente, cerca de 11,389 registros publicados de Calliphoridae, formando 199 
BINs (clusters), com espécimes de 66 países, depositados em 32 instituições. 
Desses registros, 10,710 têm nomes de espécies e representa 233 espécies. Para o 
Brasil, 106 registros publicados com nomes de espécies, formando 24 BINs 
(clusters), depositados em 3 instituições e representa 24 espécies (BOLDSYSTEMS, 
2018). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GERAL 
 
Identificar espécies de moscas da família Calliphoridae de interesse forense para o 
Brasil, por meio da técnica de High Resolution Melting (HRM). 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Selecionar sequências do gene COI das espécies de interesse forense da 
família Calliphoridae, a partir de amostras do Brasil depositadas no banco de 
dados BOLD e GenBank, para o desenho dos primers; 
 Desenhar primers que amplifiquem o gene COI por HRM, anelando às 
diferentes espécies propostas; 
 Testar e padronizar um protocolo de amplificação por HRM que consiga 
diferenciar as espécies de moscas propostas utilizando amostras coletadas 
em diferentes locais do Brasil; 
 Avaliar a influência do método de extração de DNA utilizado no resultado do 
HRM. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. SELEÇÃO DE SEQUÊNCIAS E DESENHO DOS PRIMERS 
 
3.1.1. Acesso às sequências do banco de dados e alinhamento 
 
Sequências do gene COI de seis espécies de moscas de interesse forense da 
família Calliphoridae, que ocorrem no Brasil, foram acessadas através do banco de 
dados BOLD SYSTEMS (Barcode of Life Data System) (http://www.boldsystems.org) 
e alinhadas utilizando o recurso Clustal W disponível em software Bioedit versão 
7.2.5 (HALL, 1999). 
Obs. Após contato com pesquisadores da área de entomologia forense, foi sugerido 
utilizar apenas seis espécies, devido às dificuldades de coleta de determinadas 
espécies, pois algumas raramente são encontradas, mesmo com coletas periódicas. 
Assim, as espécies definidas para o desenvolvimento do trabalho foram: Chrysomya 
albiceps (Wiedemann, 1819), Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794), 
Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818), Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775), 
Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830) e Lucilia eximia (Wiedemann, 1819). 
A partir do alinhamento das sequências foi possível escolher as regiões para 
desenhar os primers que flanqueariam os locais com maior número de polimorfismos 
entre as espécies de interesse, o que seria suficiente para diferenciá-las. Uma das 
regiões escolhidas para o desenho dos primers está evidenciada naFigura 4. Os 
dados das sequências utilizadas neste trabalho estão no Anexo 1 e as regiões 
escolhidas para o desenho dos primers estão destacadas no Anexo 2. 
Figura 4. Alinhamento das sequências de seis espécies de moscas com destaque, em preto, 
para a região escolhida para o desenho do par de primers HRM cujo amplicon possui 
tamanho de 124 pb. 
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3.1.2. Predição de temperatura de melting em software uMelt 
 
Um software disponível online (https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html) 
denominado uMelt v2.0.2 (DWIGHT; PALAIS; WITTWER, 2011), criado para prever 
em alta resolução fluorescente as curvas de dissociação de DNA de produtos de 
PCR para HRM, foi utilizada para verificar a temperatura de melting (Tm) de cada 
amplicon referente a cada uma das espécies estudadas (Figura 5). 
Esse método se fez necessário, pois baseado na quantidade de diferentes SNPs 
comparando uma sequência com outra, há uma variação entre as Tm delas. 
 
 
Figura 5. Resultado da Tm fornecido pelo software uMelt após inserir uma sequência de 124 
pb da espécie C. megacephala com Tm indicada de 80 °C (seta vermelha). 
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3.1.3. Desenhos dos primers 
 
O desenho dos primers foi realizado confrontando as sequências escolhidas do gene 
COI no software Primer3 Plus (https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) 
(KORESSAAR; REMM, 2007; UNTERGASSER et al., 2012), adotando a 
configuração qPCR, com as seguintes características gerais: 
 Faixa de tamanho do produto: 70 a 150 bases 
 Tamanho do primer: 18 a 25 bases, sendo 22 bases o tamanho ótimo; 
 Tm do primer: 56 a 62 ºC, sendo 60 ºC a temperatura ótima; 
 % GC: 30 a 70% sendo 50% a percentagem ótima. 
Além dos pares de primers comuns (não degenerados) foram desenhados também 
primers degenerados. Estes últimos são uma combinação de sequências de 
oligonucleotídeos em que algumas bases são alteradas de tal forma que o primer 
cobre todas as combinações de nucleotídeos possíveis para a sequência alvo. O 
intuito foi avaliar a existência de interferência quanto a essa composição de primers 
nas reações de HRM. Cada par de primers foi analisado em software PerlPrimer 
v1.1.21 (MARSHALL, 2004), com o intuito de minimizar a formação de dímeros de 
primers devido à grande complementaridade de bases entre eles. Por meio do 
software BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUP et al., 1990) foi 
possível observar a especificidade dos primers com as espécies de interesse. 
 
3.2. COLETAS E IDENTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
Alguns espécimes utilizados nesse trabalho foram coletados em período anterior ao 
projeto pelo próprio pesquisador deste trabalho e encontravam se armazenadas no 
laboratório: Chrysomya megacephala (n=8), Cochliomyia macellaria (n=8), 
Chrysomya albiceps (n=4), Chrysomya putoria (n=4), Lucilia eximia (n=1). As coletas 
foram realizadas no município de Alegre – ES (coordenadas: 20°45'45.20"S, latitude 
e 41°32'7.09”O, longitude) utilizando armadilha produzida a partir de garrafa 
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descartável de refrigerante, conforme metodologia adaptada de Ferreira (1978), 
suspensa a 1,5m do solo, contendo carne moída bovina em seu interior, para a 
atração das moscas e captura. As iscas foram expostas no período da manhã e 
retiradas ao final da tarde, durante três dias, por um período de oito horas de 
exposição. Os espécimes coletados foram mantidos em freezer (-20ºC) por 24h e 
em seguida armazenados em tubos de microcentrífuga tipo Eppendorf de 1,5mL 
contendo álcool 70ºGL em refrigerador convencional (8ºC). 
Exemplares da espécie Lucilia cuprina (n=6) foram gentilmente cedidos pela Profa. 
Dra. Patrícia Jacqueline Thyssen da UNICAMP, coletadas em Campinas – SP e das 
espécies C. albiceps (n=4), C. putoria (n=4) e L. eximia (n=5) pela Profa. Dra. Janyra 
Oliveira-Costa, do Instituto de Criminalística Carlos Éboli – PCERJ, coletadas no Rio 
de Janeiro – RJ. Um total de 44 amostras de moscas foram utilizadas neste trabalho 
(Anexo 4). 
 
3.2.1. Identificação morfológica das amostras 
 
Os espécimes foram identificados em lupa estereoscópica, observando os 
caracteres morfológicos com o auxílio de chave de identificação (CARVALHO; 
MELLO-PATIU, 2008). 
 
3.2.2. Identificação genética das amostras 
 
As amostras foram identificadas geneticamente pela técnica de DNA Barcoding 
conforme protocolo descrito a seguir: 
Para a reação de PCR foram utilizados primers universais LCO1490/HCO2198 
(FOLMER et al., 1994) e específicos TY-J-1460/C1-N-2191 (SIMON et al., 1994; 
SPERLING et al., 1994) para a amplificação do gene COI do DNAmt. O mix para a 
reação foi preparado em microtubos de PCR de 200μL, sendo composto por: 8μL de 
água ultrapura, 1,25μL de tampão de PCR 10X (Invitrogen Life Technologies®); 2,5 
mM de MgCl2 (Invitrogen Life Technologies
®); 50 μM de dNTPs, 100 nM de cada 
32 
 
primer (forward e reverse), 1 Unidade de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen 
Life Technologies®) e 10ng de DNA em um volume final de 12,25μL. 
A amplificação foi realizada em termociclador Veriti (AppliedBiosystems), com etapa 
de desnaturação inicial a 94ºC por 1 min seguida de 5 ciclos de desnaturação a 
94ºC por 30 s, anelamento dos primers a 45ºC por 40 s e extensão a 72ºC por 1 min. 
Em seguida, as amostras foram submetidas a mais 35 ciclos de desnaturação a 
94ºC por 30 s, anelamento dos primers a 51ºC por 40 s e extensão a 72ºC por 1 min, 
sendo posteriormente realizada uma extensão final a 72°C por 10 min. 
O DNA amplificado foi detectado após eletroforese em gel de agarose 1,5% corado 
com o agente intercalante SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Life 
Technologies®), utilizando Low DNA Mass Ladder 100 bp (Invitrogen Life 
Technologies®) como marcador de peso molecular.  
O produto de PCR foi purificado utilizando enzimas Exonuclease I e Shrimp Alkaline 
Phosphatase (EXOSAP) e a reação de sequenciamento realizada conforme 
recomendações do fabricante do BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1. A 
eletroforese foi realizada em equipamento ABI 3700 (AppliedBiosystems) e os 
eletroferogramas foram visualizados em software Bioedit (HALL, 1999). Aqueles 
considerados como de boa qualidade, sem contaminações e/ou com dois picos de 
fluorescência por base foram utilizados para confronto no banco de dados BOLD. As 
sequências com similaridade superior a 99% foram consideradas como identificadas 
em nível de espécie. 
 
3.3. PADRONIZAÇÃO DOS PRIMERS DESENHADOS 
 
Os primers desenhados foram testados por PCR convencional utilizando gradiente 
de temperaturas de anelamento, variando de 50 a 55 ºC, para verificar sua 
amplificação nessa faixa de temperatura. Os produtos de PCR foram visualizados 
em gel de poliacrilamida 10% corado com o agente intercalante GelRed® (Biotium) 
em fotodocumentador Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad). 
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Para as etapas de padronização da técnica foram utilizadas apenas quatro amostras 
de DNA, uma de cada espécie (C. albiceps, C. megacephala, Co. macellaria, e L. 
eximia), pois ainda não dispúnhamos de todas as amostras que seriam utilizadas 
nas reações e aquelas eram as que tínhamos disponíveis no laboratório. 
Para a padronização das reações de HRM foram utilizadas as amostras de DNA 
extraídas com kit comercial (descrito em tópico posterior), seguindo as 
determinações de protocolos para o uso da técnica, por se tratar de um DNA de 
melhor qualidade. As mesmas foram conduzidas em aparelho LightCycler® 96 
(Roche) utilizando o kit SsoFast™EvaGreen®Supermix (Bio-Rad). As reações foram 
padronizadas mediante a avaliação de algumas condições testadas e descritas nos 
subtópicos a seguir: 
A partir da recomendação do fabricante do kit SsoFast™EvaGreen®Supermix para a 
concentração de primer em reações de HRM (500nM), foram testados três 
concentrações de primer na reação (250nM, 500nM, 750nM). 
Foram testadas três temperaturas de anelamento (54, 56 e 58 °C) para averiguar a 
melhor condição para cada par de primers desenhados, degenerados e não 
degenerados. 
Os primers degenerados e não degenerados foram testados para se verificar a 
influência de sua composição na reação de HRM. 
A sensibilidade e amplitude da reação foram testadas utilizando amostra de DNA de 
uma mesma espécie em uma série de diluições (0,25; 2,5 e 25 ng). 
 
3.4. MÉTODOS DE EXTRAÇÃO DE DNA 
 
O DNA das moscas foi extraído a partir da utilização de dois diferentes métodos, 
para avaliar sua influência na reação de HRM. Os métodos estão descritos a seguir: 
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3.4.1. Kit comercial 
 
As amostras foram submetidas à extração de DNA através de kit comercial 
NucleoSpin®Tissue, Macherey-Nagel (MN) deixando-as em incubação por período 
overnight, seguindo as recomendações do fabricante. O DNA foi eluído em 100 µL 
de tampão Tris-HCl 5mM, pH 8,5 e congelado e mantido em freezer -30 ºC. 
 
3.4.2. CTAB modificado 
 
O DNA das amostras de moscas foi extraído utilizando um protocolo de CTAB 
modificado, com baixo teor de sal, para melhor ajuste das amostras ao tampão de 
lise com proteinase-K (ARSENEAU, STEEVES, & LAFLAMME, 2017). 
Aproximadamente 25 mg de músculos torácicos foram colocados em tubos de 
microcentrífuga de 2 mL e adicionado 500 µL de tampão de lise de CTAB (100mm 
de Tris-HCl (pH = 8.0), 20 mm de EDTA (pH = 8.0), 1,2 M de NaCl e 2% de CTAB) e 
30 µL de proteinase-K (20 mg/mL). As amostras foram incubadas em temperatura de 
56 ºC por período overnight. Foram adicionados 500 µL de clorofórmio:álcool 
isoamílico (24:1) em cada tudo, homogeneizados por inversão e centrifugados a 
3000 g por 15 minutos em temperatura ambiente. Foram transferidos 400 µL de 
sobrenadante para um novo tubo de microcentrífuga de 1,5 mL e adicionados 800 
µL de tampão CTAB diluído (100mm de Tris-HCl (pH = 8.0), 20 mm de EDTA (pH = 
8.0) e 2% de CTAB), homogeneizados e incubados a 56 °C por 45 minutos e 
centrifugados a 16000 g por 3 minutos em temperatura ambiente. Todo o 
sobrenadante foi descartado e adicionado 1 mL de etanol 80 ºGL, deixado em 
temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugados a 16000 g por 3 minutos para 
precipitar o DNA. Uma nova lavagem foi realizada com 1 mL de etanol 80 ºGL, 
seguida de centrifugação a 16000 g por 3 minutos. O DNA foi seco em temperatura 
de 40 ºC por cerca de 20 minutos e ressuspendido em 50 µL de água ultrapura, 
congelado e mantido em freezer -30 ºC. 
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3.5. QUANTIFICAÇÃO DO DNA EXTRAÍDO 
 
Utilizando uma alíquota de 1µL, todas as amostras de DNA foram quantificadas em 
espectrofotômetro NanoDrop 2000C (Thermo Scientific), para verificar a 
concentração do DNA e pureza baseada na razão de absorbância 260/280 nm. 
 
3.6. CONDIÇÕES DE AMPLIFICAÇÃO E ANÁLISE POR HRM 
 
Depois de testadas essas condições, as reações de HRM foram realizadas com as 
seguintes características: 2,5 µL de SsoFast™EvaGreen® Supermix, 500 nM de 
primers forward e reverse, 2,5ng de DNA e 1,5 µL de água ultrapura totalizando 5µL 
de volume final. Uma amostra contendo água ultrapura ao invés de DNA foi utilizada 
como controle negativo em cada uma das reações. 
As condições de ciclagem iniciaram com uma pré-incubação a 95ºC por 2 minutos, 
seguidos de 40 ciclos: desnaturação a 95ºC por 30 segundos; anelamento de acordo 
com a temperatura de cada par de primer (54, 56 ou 58ºC) por 30 segundos; 
extensão a 72 ºC por 30 segundos. 
Após a amplificação, os produtos foram desnaturados a 95 ºC durante 1 min e 
depois renaturação a 40 ºC durante 1 min para formar as fitas duplas de DNA. As 
curvas de dissociação foram geradas através de aquecimento das amostras entre 65 
a 97ºC com aumentos de 0,2ºC. Os dados foram analisados usando o software 
LightCycler®96 SW versão 1.1 (Roche Diagnostics). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. DESENHOS DE PRIMERS 
 
Os primers específicos, degenerados e não degenerados foram desenhados com 
software online para a amplificação das três regiões escolhidas do gene COI, 
conforme apresentado na Figura 6. As sequências de cada par de primer e outras 
informações gerais estão dispostas na Tabela 1. 
 
Figura 6. Esquema do gene COI e a localização dos primers (setas) desenhados para HRM. 
A numeração acima (em negrito) indica a posição da região flanqueada (em cinza) pelos 
primers e os códigos que aparecem nas setas indicam o tamanho do amplicon gerado por 
cada par. 
 
Tabela 1. Sequências dos primers desenhados para HRM e suas características gerais. 
 
Primer HRM Sequência (5’→3’) Tm (°C) %GC Posição 
HRM_124F AATGTAATTGTAACAGCTCACG 57,54 36 169-262 
HRM_124R GTGGGAAAGCTATATCTGGAG 57,79 47  
HRM_124Fdeg AATGTAATTGTWACAGCTCAYG * 34 169-262 
HRM_124Rdeg GWGGGAADGCTATRTCWGGRG * 54  
HRM_82F AGTAGAAAATGGGGCTGGAA 59,11 45 357-438 
HRM_82R ATCAACTGATGCTCCTCCAT 58,97 45 
HRM_82Fdeg AGTAGAAAAYGGRGCTGGAA * 45 357-438 
HRM_82Rdeg ATCWACWGAWGCWCCWCCRT * 48 
HRM_123F AGCAGGAATTTCTTCAATTTTAGG 58,23 33 465-587 
HRM_123R AGAGCAGTAATAACTACAGATCATT 57,92 32 
HRM_123Fdeg AGCHGGRATTTCWTCWATTTTAGG * 37 465-587 
HRM_123Rdeg ARAGCWGTAATWACTACAGDTCAWT * 31 
Nota: A identificação “deg” a frente do ID do primer significa que o mesmo é degenerado. *Software 
não consegue calcular a Tm dos primers degenerados. Nestes casos, a temperatura de anelamento 
foi baseada no descrito pelo fornecedor do primer.  
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Na Tabela 2 estão indicadas as temperaturas de melting testadas em software uMelt 
para os amplicons gerados a partir dos três pares de primers desenhados (124 pb, 
82 pb e 123 pb), o que permitiria identificar até mesmo as seis espécies propostas 
neste trabalho, dependendo da quantidade de DMSO contida na reação. Esse teste 
foi realizado em três porcentagens de DMSO, pois não tínhamos a informação da 
quantidade desse reagente no kit para HRM utilizado, e a concentração de DMSO 
pode deslocar os picos. 
 
Tabela 2. Temperaturas de melting previstas para as seis espécies de moscas, utilizando 
como referência os amplicons de 124pb, 82 pb e 123 pb (A, B e C, respectivamente). 
A) 
Espécie 0% DMSO 5% DMSO 10% DMSO 
Chrysomya megacephala 80 77 74 
Chrysomya albiceps 79 76 73 
Chrysomya putoria 79,5* 76,5* 73,5* 
Cochliomyia macellaria 79,5* 76,5* 73,5* 
Lucilia eximia 78 75 72 
Lucilia cuprina 78,5 75,5 72,5 
B) 
Espécie 0% DMSO 5% DMSO 10% DMSO 
Chrysomya megacephala 82,5 79,5 76,5 
Chrysomya albiceps 81 78 75,5 
Chrysomya putoria 82 79 76 
Cochliomyia macellaria 83 80 77,5* 
Lucilia eximia 85 82 79 
Lucilia cuprina 83,5 80,5  77,5* 
C) 
Espécie 0% DMSO 5% DMSO 10% DMSO 
Chrysomya megacephala 76,5 73,5 70,5 
Chrysomya albiceps 78,5 75,5 72,5 
Chrysomya putoria 79 76 73 
Cochliomyia macellaria 79,5 77 74 
Lucilia eximia 78* 75* 72* 
Lucilia cuprina 78* 75* 72* 
* Mesma temperatura prevista pra mais de uma espécie em uma ou mais concentrações de DMSO. 
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Com os resultados do uMelt, foi previsto com o amplicon de 124 pb: distinção de 
quatro espécies, C. megacephala, C. albiceps, Lucilia eximia e Lucilia cuprina, e as 
espécies C. putoria e Co. macellaria ficariam agrupadas em um cluster único para 
qualquer uma das concentrações de DMSO; com o amplicon de 82 pb: distinção de 
seis espécies se a concentração de DMSO fosse de 0 a 5%, ou quatro espécies na 
concentração de 10% DMSO, unindo Co. macellaria e L. cuprina em um mesmo 
cluster; com o amplicon de 123 pb: distinção de quatro espécies, C. megacephala, 
C. albiceps, C. putoria e Co. macellaria, e as espécies Lucilia eximia e Lucilia 
cuprina ficariam agrupadas em um cluster único. Estes resultados são teóricos e 
foram confirmados ou não pela padronização e testes descritos a seguir. 
 
4.2. PADRONIZAÇÃO DA TÉCNICA DE HRM 
 
4.2.1. Gradiente de concentração do primer 
 
Uma amostra de cada uma das quatro espécies (C. albiceps, C. megacephala, Co. 
macellaria, e L. eximia – espécies que dispúnhamos de maior número de 
exemplares no período da padronização inicial) foi utilizada para o teste de 
concentração de primers. Como não foram percebidas diferenças significativas na 
amplificação entre concentrações de primers, a concentração de 500 nM (padrão do 
kit) foi escolhida para as reações posteriores. Os resultados para o amplicon de 82 
pb estão representativamente expostos na Figura 7. Resultados similares foram 
encontrados para os amplicons de 124 e 123 pb. 
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Figura 7. Curvas de amplificação (à esquerda) e picos de melting (à direita) para as três concentrações testadas usando o amplicon de 82 pb. 
A) 250 nM, B) 500 nM e C) 750 nM. 
 
A 
B 
C 
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4.2.2. Gradiente de temperatura de anelamento 
 
Uma amostra de cada uma das quatro espécies foi utilizada para o teste de 
temperatura de anelamento. De acordo com o perfil das curvas de amplificação e 
picos de melting, foram escolhidas as temperaturas de anelamento de cada um dos 
pares de primers para o HRM. As temperaturas de anelamento escolhidas foram: 
 
 Primers 124 pb – 56 ºC; 
 Primers 82 pb – 54 ºC; 
 Primers 123 pb – 58 ºC; 
 
Os resultados das reações estão expostos a seguir (Figura 8, Figura 9, Figura 10). 
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Figura 8. Resultados das curvas de amplificação (lado esquerdo) e picos de melting (lado direito) em HRM para o amplicon de 124 pb, 
testando quatro espécies. A e B) 54 ºC, C e D) 56 º C, sem amplificação de uma amostra, E e F) 58 ºC. Picos de melting. Azul: C. 
megacephala - Vermelho: Co. macellaria - Laranja: C. albiceps e Verde: L. eximia. 
 
A B 
C D 
E F 
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Figura 9. Resultados das curvas de amplificação (lado esquerdo) e picos de melting (lado direito) em HRM para o amplicon de 82 pb, testando 
quatro espécies. A e B) 54 ºC, C e D) 56 º C, sem amplificação de uma amostra, E e F) 58 ºC. Picos de melting. Azul: C. megacephala - 
Vermelho: Co. macellaria - Laranja: C. albiceps e Verde: L. eximia. 
 
A B 
C D 
E F 
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Figura 10. Resultados das curvas de amplificação (lado esquerdo) e picos de melting (lado direito) em HRM para o amplicon de 123 pb, 
testando quatro espécies. A e B) 54 ºC, C e D) 56 ºC, E e F) 58 ºC. Picos de melting. Azul: C. megacephala - Vermelho: Co. macellaria - 
Laranja: C. albiceps e Verde: L. eximia. 
 
A B 
C D 
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4.2.3. Primers não degenerados X degenerados 
 
Os resultados da comparação entre os primers não degenerados e degenerados 
(Figura 11) indicaram uma melhor qualidade de picos de melting normalizados para 
os primers não degenerados das três regiões amplificadas. Primers não 
degenerados também foram utilizados com sucesso na identificação de moscas da 
família Calliphoridae na Europa (MALEWSKI et al., 2010). 
Figura 11. Análise comparativa dos três pares de primers utilizando picos de melting 
normalizados. A e B) Primers de 124 pb; C e D) Primers de 82 pb; E e F) Primers de 123 pb. 
As curvas representadas com apenas três picos significam não amplificação de uma 
amostra das quatro testadas. A, C e E) Primers não degenerados; B, D e F) Primers 
degenerados. 
 
As amostras com primers degenerados apresentaram picos de melting 
inconsistentes, representados como os de menor fluorescência nos gráficos. Os 
primers degenerados podem maximizar o número de diferentes produtos de PCR 
obtidos, levando a um aumento na variação da curva de fusão e, portanto, menor 
sensibilidade e uma otimização do ensaio HRM e incluindo o uso de primers não 
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degenerados provavelmente resultaria em maior sensibilidade na identificação de 
bactérias (HJELMSØ et al., 2014), o que pode explicar os nossos resultados em 
insetos. Winder et al. (2011) conseguiram identificar espécies de carrapatos por 
HRM utilizando primers degenerados. Assim sendo, foi verificado que não existe um 
consenso quanto à utilização de primers degenerados ou não para HRM. 
 
4.2.4. Gradiente de concentração de DNA 
 
As curvas de amplificação de DNA e os respectivos picos de curva normalizada para 
as três concentrações testadas (0,25; 2,5 e 25 ng de DNA) estão dispostos na 
Figura 12. 
 
Figura 12. Análise comparativa da influência das três concentrações de DNA para os três 
pares de primers não degenerados. A e B) 124 pb; C e D) 82 pb; E e F) 123 pb. As curvas 
da esquerda para a direita são, respectivamente, 0,25; 2,5 e 25 ng de DNA. 
 
A análise de concentração de DNA em HRM revelou não haver diferenças 
significativas nas curvas de melting, o que permite a utilização de pequenas 
quantidades de DNA para a reação de PCR sem afetar a sensibilidade da reação. 
Resultados similares foram encontrados por Malewski et al. (2010), comparando 
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concentrações em uma diluição serial de 50 ng a 5pg de DNA também para moscas 
da família Calliphoridae na Europa. 
 
4.2.5. Comparação das metodologias de extrações de DNA 
 
As extrações de DNA das amostras utilizando o protocolo de CTAB e o de kit 
comercial forneceram maiores concentrações de DNA para o de CTAB, algumas 
amostras chegando a pouco mais de 500 ng/µL, enquanto as de kit chegaram 
próximos a 170 ng/µL. No entanto, a qualidade do DNA extraído foi medida baseada 
na razão de absorbância 260/280, com valores entre 1,7 e 1,9 para as de kit e entre 
1,8 e 2,0 para as de CTAB, indicando alta pureza. 
Amostras de três espécies (Co. macellaria, C. putoria e C. albiceps) foram diluídas 
para a concentração de 2,5 ng, amplificadas e analisadas por HRM. Para ambos os 
métodos de extração, apesar de a reação com kit apresentar clusters com as 
amostras ligeiramente mais agrupadas, não foram percebidas mudanças que 
alterassem o resultado das identificações entre os dois métodos, no qual as 
amostras das três espécies foram agrupadas em três clusters distintos (Figura 13). 
Figura 13. Análise comparativa da influência das metodologias de extrações de DNA para os 
três pares de primers não degenerados. A e B) 124 pb; C e D) 82 pb; E e F) 123 pb, 
extraídas com kit (à esquerda) e CTAB (à direita). 
A B 
C D 
F E 
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O protocolo de extração por CTAB modificado proposto por Arseneau et al. (2017), 
utilizado neste trabalho, mostrou resultados melhores que kits comerciais, em termos 
de rendimento, qualidade do DNA e ausência de contaminações, sendo 
recomendado para uso em técnicas que necessitam de alta pureza de DNA, em 
aplicações como o sequenciamento, por exemplo. 
Desse modo, o uso de qualquer um dos dois métodos pode ser utilizado no 
laboratório, com garantia de informações seguras na análise de HRM utilizando os 
primers desenhados. Na maioria das vezes, o protocolo de CTAB oferece vantagem 
por ser alternativo e mais econômico que os kits comerciais, que por sua vez são 
caros, mas otimizam o processo de extração por ser menos laborioso. 
 
 
4.3. ANÁLISE POR HRM 
 
Após a padronização e definição de todos os parâmetros ótimos para a reação, 
todas as amostras (de seis espécies) foram submetidas à corrida em HRM com os 
três pares de primers não degenerados. 
 
4.3.1. Amplicon 124 pb 
 
A análise das curvas de melting com o amplicon de 124 pb possibilitou a 
discriminação de quatro das seis espécies. As espécies L. cuprina e L. eximia 
ficaram agrupadas em um mesmo cluster, não sendo possível a distinção entre elas 
(Figura 14). 
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Figura 14. Curvas de melting representativas das espécies de Calliphoridade por HRM 
utilizando o amplicon de 124 pb. A) Perfis de melting normalizados e B) Gráficos de 
diferença usando C. albiceps como genótipo de referência. Amarelo: C. megacephala - 
Vermelho: Co. macellaria - Marrom: C. albiceps - Preto: L. cuprina e L. eximia -:Verde: C. 
putoria. 
 
4.3.2. Amplicon 82 pb 
 
A análise das curvas de melting com o amplicon de 82 pb revelou a discriminação de 
cinco picos de melting, permitindo a identificar quatro das seis espécies, pois as 
espécies C. megacephala e C. albiceps ficaram agrupadas em um mesmo cluster 
(Figura 15). 
 
A 
B 
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Figura 15. Curvas de melting representativas das espécies de Calliphoridade por HRM 
utilizando o amplicon de 82 pb. A) Perfis de melting normalizados e B) Gráficos de diferença 
usando C. megacephala como genótipo de referência. Laranja: L. eximia - Azul: L. cuprina - 
Preto: C. megacephala e C. albiceps - Verde: C. putoria - Vermelho: Co. macellaria. 
 
4.3.3. Primers 123 pb 
 
A análise das curvas de melting com o amplicon de 123 pb revelou quatro picos de 
melting, mostrando a discriminação exata de três das seis espécies. As espécies C. 
megacephala, L. eximia e L. cuprina ficaram agrupadas em um mesmo cluster 
(Figura 16). 
 
A 
B 
50 
 
 
Figura 16. Curvas de melting representativas das espécies de Calliphoridade por HRM 
utilizando o amplicon de 123 pb. A) Perfis de melting normalizados e B) Gráficos de 
diferença usando C. albiceps como genótipo de referência. Marrom: C. albiceps - Preto: C. 
megacephala, L. cuprina e L. eximia – Verde: C. putoria -Vermelho: Co. macellaria. 
 
Uma análise detalhada de cada um dos amplicons nas reações em HRM possibilitou 
a geração dos dados das identificações, expostos na tabela 3. 
 
B 
A 
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Tabela 3. Identificações das espécies de Calliphoridae por HRM. 
 
Código Identificação COI 124 pb 82 pb 123 pb 
Lcup1 L. cuprina NI L. cuprina NI 
Lcup2 L. cuprina NI L. cuprina a 
Lcup3 L. cuprina a NI NI 
Lcup4 L. cuprina NI L. cuprina a 
Lcup5 L. cuprina NI L. cuprina a 
Lcup6 L. cuprina NI L. cuprina NI 
Lexi1 NA NI L. eximia a 
Lexi2 NA NI L. eximia a 
Lexi3 NA a NI a 
Lexi4 NA NI L. eximia a 
Lexi5 NA a L. eximia NI 
199 L. eximia a L. eximia NI 
55a C. megacephala C. megacephala a a 
55b C. megacephala C. megacephala a a 
189a C. megacephala C. megacephala a a 
189b C. megacephala C. megacephala a a 
58a C. megacephala C. megacephala a a 
58b C. megacephala C. megacephala a a 
58c C. megacephala C. megacephala a a 
58d C. megacephala C. megacephala a a 
195a C. albiceps C. albiceps a NI 
195b C. albiceps NI a NI 
93 C. albiceps C. albiceps a C. albiceps 
183 C. albiceps C. albiceps a C. albiceps 
Calb1 NA NI NI C. albiceps 
Calb2 NA NI a NI 
Calb3 NA C. albiceps NI NI 
Calb4 NA C. albiceps NI NI 
65a C. putoria NI C. putoria NI 
65b NA NI C. putoria C. putoria 
191a NA C. putoria C. putoria C. putoria 
191b C. putoria C. putoria C. putoria C. putoria 
Cput1 NA NI C. putoria C. putoria 
Cput2 NA NI C. putoria C. putoria 
Cput3 C. putoria C. putoria C. putoria C. putoria 
Cput4 C. putoria C. putoria C. putoria C. putoria 
50a Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria 
50b Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria 
56d Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria 
87a Co. macellaria Co. macellaria NI NI 
87b Co. macellaria NI Co. macellaria Co. macellaria 
71a Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria 
71b Co. macellaria NI Co. macellaria Co. macellaria 
129 Co. macellaria Co. macellaria Co. macellaria NA 
a: agrupadas em um mesmo cluster para cada amplicon; NI: não identificada; NA: não amplificada. 
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Considerando os dados de sequenciamento, 90 % das amostras foram identificadas 
corretamente com pelo menos um dos amplicons, 28 das 31 sequenciadas. 
Utilizando todas as amostras, incluindo as não confirmadas em sequenciamento, 
61% do total clusterizaram com o amplicon de 124 pb, 86% com o de 82 pb e 72% 
com o de 123 pb. Essa análise foi realizada para se averiguar se as amostras não 
identificadas morfologicamente como ocorrem em certos casos na entomologia 
forense, poderiam ser identificadas pela técnica de HRM. Uma análise comparativa 
ao sequenciamento está exposta na Tabela 4. 
 
Tabela 4. Comparação dos resultados do sequenciamento com as amostras clusterizadas 
por amplicon na análise em HRM. Entre parênteses a percentagem de sucesso das reações 
sobre o total de amostras analisadas. 
 
  HRM 
Espécie Sequenciamento 124pb 82pb 123pb 
C. albiceps 4 5 5 3 
C. megacephala 8 8 8 8 
C. putoria 4 4 8 7 
Co. macellaria 8 6 7 6 
L. cuprina 6 1 5 3 
L. eximia 1 3 5 4 
Não amplificadas 13 - - 1 
Não identificadas*  17 6 12 
Total 31 (70%) 27 (61%) 38 (86%) 32 (72%) 
*Na reação de HRM. 
 
De todas as amostras clusterizadas em HRM, foi considerada a percentagem de 
sucesso na clusterização dos amplicons sobre o total de amostras para a inferência 
da precisão da técnica de HRM. Nota-se que para o amplicon de 82 pb, o resultado 
da clusterização é superior ao do sequenciamento. 
Utilizando uma combinação dos amplicons de 82 pb com o de 124 pb, é possível 
discriminar as seis espécies de moscas propostas utilizadas neste trabalho. A 
combinação dos amplicons de 124 e 123 pb não resultaria na correta identificação 
das espécies, pois nenhum dos dois possibilitou a diferenciação entre as espécies L. 
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cuprina e L. eximia. Um fluxograma com o resumo das identificações pós-análise do 
HRM foi feito a fim de facilitar a visualização das etapas (Figura 17). 
 
 
Figura 17. Fluxograma com as identificações das espécies de moscas por HRM utilizando 
cada par de primer proposto neste trabalho. 
 
A distinção das espécies L. cuprina e L. eximia pelo amplicon de 82 pb foi vantajosa, 
pois algumas amostras de L. eximia não estavam conservadas em álcool ou frescas, 
o que poderia nos levar a crer que não seria possível realizar a análise molecular da 
mesma por HRM, pois o DNA poderia encontrar-se degradado. Isso explica o fato de 
não se poder amplificar boa parte das amostras com os primers universais e 
específicos, mas ainda assim, por se tratar de um fragmento menor, conseguimos 
esses resultados de identificação entre as duas espécies apenas com esse 
amplicon. 
A técnica de HRM se mostrou bastante eficaz utilizando pouca quantidade de DNA e 
possível degradação, devido ao menor tamanho de amplicon nas três regiões 
escolhidas. Algumas amostras de C. albiceps e C. putoria também se encontravam 
na mesma condição de L. eximia, mas ainda sim foi possível a identificação 
utilizando tanto os amplicons de 124 pb quanto o de 123 pb.  
Malewski et al. (2010) utilizaram dois amplicons do gene COI (119 e 70 pb) para 
diferenciar 16 espécies de califorídeos na Europa. Seus resultados corroboram com 
os nossos resultados demonstrando a necessidade de utilização de pelo menos dois 
amplicons para diferenciação das espécies.  
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Uma acurada identificação das espécies é primordial para as análises envolvendo a 
entomologia forense (HARVEY et al., 2003) e uma das abordagens na identificação 
das espécies é o sequenciamento do DNA, seguida da comparação da sequência 
obtida com sequências de referências. Para que essa análise seja efetuada, a 
sequência de DNA deve possuir uma alta variabilidade interespecífica e baixa 
intraespecífica, flanqueada por regiões conservadas nos diversos táxons e por isso o 
gene COI foi escolhido como o código de barras para a identificação de diferentes 
espécies animais (HEBERT et al., 2003; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). Esse 
gene é amplamente utilizado para a identificação de espécies de califorídeos de 
interesse forense ao redor do mundo (HARVEY et al., 2003; NAKANO; HONDA, 
2015; OLIVEIRA et al., 2017; ZAJAC et al., 2016). 
Porém, Malewski et al. (2010) afirmam que o desenvolvimento de técnicas 
independentes do sequenciamento de DNA é necessário por erros que ocorrem 
durante o sequenciamento de DNA, bem como pela presença de pseudogenes 
nucleares de DNAmt. 
A associação da PCR em tempo real com a análise em HRM demonstrou ser um 
método de sucesso nas identificações precisas de moscas de importância forense, 
aumentando a fiabilidade na estimativa do intervalo pós-morte (MALEWSKI et al., 
2010). Melhor ainda, quando comparado ao sequenciamento, demonstrou ser 
confiável tanto quanto, além de se economizar bastante tempo, pois pode ser 
realizado em qualquer laboratório que contenha um equipamento para a técnica, 
sem necessidade de um treinamento rigoroso para uso, por exemplo.  
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5. CONCLUSÕES 
 
 Utilizando sequências do gene COI em banco de dados, foi possível desenhar 
os primers degenerados e não degenerados para amplificação das amostras 
de DNA; 
 Os primers não degenerados apresentaram resultados mais satisfatórios à 
pesquisa; 
 O método de extração de DNA utilizando kit comercial e CTAB não influenciou 
nos resultados das curvas de melting para as três espécies testadas em 
HRM. 
 O protocolo de amplificação por HRM permitiu diferenciar as seis espécies de 
moscas utilizando os amplicons de 82 e 124 pb; 
 A análise por HRM mostrou-se eficaz na identificação de seis espécies de 
moscas da família Calliphoridae de interesse forense para o Brasil, sendo 
uma excelente ferramenta alternativa ao sequenciamento. 
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7. ANEXOS 
 
Anexo 1. Sequências do gene citocromo c oxidase subunidade I (COI) acessadas no 
BOLD para o desenho de primers HRM. 
 
ID da Sequência Espécie 
Número de acesso ao 
GenBank 
DIQTB334-11 Chrysomya megacephala * 
DIRTT059-11 Chrysomya megacephala KC617813 
FFECU065-14 Chrysomya megacephala * 
GBDP13130-13 Chrysomya megacephala KC855272 
GBDP14090-13 Chrysomya megacephala JX430024 
SYC7408-14 Chrysomya megacephala KX052071 
GBDP16296-15 Chrysomya albiceps KJ394508 
GBMIN18792-13 Chrysomya albiceps JQ246659 
NICC032-13 Chrysomya albiceps KF919012 
NICC037-13 Chrysomya albiceps KF919017 
CDFD003-12 Chrysomya albiceps JX438026 
FFECU018-14 Chrysomya albiceps * 
GBMIN34242-13 Chrysomya putoria FJ195384 
GBMIN18790-13 Chrysomya putoria JQ246663 
GBDP0586-06 Chrysomya putoria AF295554 
GBMIN18759-13 Cochliomyia macellaria JQ246666 
BBDIT930-11 Cochliomyia macellaria * 
BBDIT935-11 Cochliomyia macellaria * 
FFECU242-16 Cochliomyia macellaria * 
GBMIN16094-13 Hemilucilia segmentaria HM639977 
GBMIN18788-13 Hemilucilia segmentaria JQ246667 
GBDP2534-06 Lucilia eximia DQ453491 
GBMIN18753-13 Lucilia eximia JQ246678 
BNNR030-11 Lucilia eximia JN280698 
BNNR035-11 Lucilia eximia JN280702 
BNNR036-11 Lucilia eximia JN280703 
BNNR040-11 Lucilia eximia JN280706 
GBDP0706-06 Lucilia cuprina AJ417704 
GBMIN18783-13 Lucilia cuprina JQ246677 
DIQT002-08 Lucilia cuprina * 
GBDP12075-12 Lucilia cuprina JF928476 
GBDP4482-08 Lucilia cuprina EU418577 
*Sequências depositadas apenas no BOLD. 
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Anexo 2. Alinhamento das sequências das seis espécies utilizadas com destaque para as regiões escolhidas para o desenho dos 
primers HRM. Fragmentos com a) 124 pb, b) 82 pb e c)123 pb. 
 
a) Amplicon de 124 pb. 
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b) Amplicon de 82 pb. 
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c) Amplicon de 123 pb. 
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Anexo 3. Procedência das amostras de moscas utilizadas para a identificação de 
espécies por HRM. 
 
Código Espécie Origem Material 
Lcup1 Lucilia cuprina Campinas - SP Fresco 
Lcup2 Lucilia cuprina Campinas - SP Fresco 
Lcup3 Lucilia cuprina Campinas - SP Fresco 
Lcup4 Lucilia cuprina Campinas - SP Fresco 
Lcup5 Lucilia cuprina Campinas - SP Fresco 
Lcup6 Lucilia cuprina Campinas - SP Fresco 
Lexi1 Lucilia eximia Rio de Janeiro - RJ Seco 
Lexi2 Lucilia eximia Rio de Janeiro - RJ Seco 
Lexi3 Lucilia eximia Rio de Janeiro - RJ Seco 
Lexi4 Lucilia eximia Rio de Janeiro - RJ Seco 
Lexi5 Lucilia eximia Rio de Janeiro - RJ Seco 
199 Lucilia eximia Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
55a Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
55b Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
189a Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
189b Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
58a Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
58b Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
58c Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
58d Chrysomya megacephala Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
195a Chrysomya albiceps Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
195b Chrysomya albiceps Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
93 Chrysomya albiceps Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
183 Chrysomya albiceps Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
Calb1 Chrysomya albiceps Rio de Janeiro - RJ Seco 
Calb2 Chrysomya albiceps Rio de Janeiro - RJ Seco 
Calb3 Chrysomya albiceps Rio de Janeiro - RJ Seco 
Calb4 Chrysomya albiceps Rio de Janeiro - RJ Seco 
65a Chrysomya putoria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
65b Chrysomya putoria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
191a Chrysomya putoria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
191b Chrysomya putoria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
Cput1 Chrysomya putoria Rio de Janeiro - RJ Seco 
Cput2 Chrysomya putoria Rio de Janeiro - RJ Seco 
Cput3 Chrysomya putoria Rio de Janeiro - RJ Seco 
Cput4 Chrysomya putoria Rio de Janeiro - RJ Seco 
50a Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
50b Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
56d Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
87a Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
87b Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
71a Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
71b Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
129 Cochliomyia macellaria Alegre - ES Álcool 70 ºG.L.  
 
